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Szybka i prosta metoda ekstrakcji
morfiny z krwi pe‡nej
Fast and simple method of morphine extraction from the blood
Streszczenie
WstŒp/Materia‡ i metody. W badaniu oceniano wydajnoæ ekstrakcji morfiny z krwi pe‡nej metod„ ciecz
ciecz za pomoc„ 3 uk‡adów rozpuszczalników organicznych.
Wyniki. Najwy¿szy procent odzysku morfiny z krwi (92,5%) obserwowano, stosuj„c mieszaninŒ izopropa-
nolu i chloroformu (9:1), natomiast ni¿szy, choæ nadal zadowalaj„cy, gdy u¿ywano acetonitrylu (72,7%) lub
dichlorometanu (67,1%).
Wnioski. Izolacja morfiny z krwi pe‡nej za pomoc„ ekstrakcji cieczciecz z zastosowaniem mieszaniny
izopropanolu i chloroformu jest metod„ szybk„, wydajn„ i ‡atw„ do przeprowadzenia w ka¿dym laborato-
rium.
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Abstract
Background/Material and methods. In this study we evaluated the efficiency of morphine extraction from
the whole blood by liquid-liquid methods using three types of organic solvents.
Results. The highest average recovery rate was observed for the 9:1 mixture of isopropanol and chloroform
(92.5%). Lower, but still satisfactory, recovery rate was observed for acetonitril (72.7%) and dichloromethane
(67.1%).
Conclusions. Isolation of morphine from the whole blood by simple solvent extraction with isopropanol-
-chloroform mixture is fast, efficient and easily accessible for each laboratory.
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WstŒp
Chocia¿ morfina i diacetylmorfina (heroina) zna-
ne s„ od bardzo dawna, dopiero w ostatnich deka-
dach zbadano, przynajmniej czŒciowo, ich meta-
bolizm. Od tamtej pory stale ulepsza siŒ metody
laboratoryjne oznaczania tych leków w p‡ynach bio-
logicznych. Rutynowe badania stŒ¿enia morfiny we
krwi przeprowadza siŒ, kontroluj„c abstynencjŒ osób
uzale¿nionych [13], a tak¿e przy podejrzeniu zatru-
cia opioidami [46], natomiast dotychczas nie okre-
lono znaczenia monitorowania stŒ¿eæ morfiny w in-
nych sytuacjach klinicznych. Przy jej regularnym przyj-
mowaniu stwierdza siŒ bardzo znaczne ró¿nice miŒ-
dzy pacjentami. Z wyj„tkiem dawki i drogi jej poda-
wania, stanu wydolnoci nerek oraz równoczesno-
ci przyjmowanych leków (np. paracetamolu, rod-
ków przeciwwymiotnych) trudno jest okreliæ, jakie
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czynniki odpowiadaj„ za istnienie tych miŒdzyosob-
niczych ró¿nic w zakresie stŒ¿eæ morfiny i jej meta-
bolitów [7]. Ponadto u tego samego chorego obser-
wuje siŒ zmiennoæ dobow„ stŒ¿enia morfiny we
krwi przy jej regularnym podawaniu [8]. Nie wyka-
zano cis‡ej zale¿noci efektu analgetycznego oraz
wystŒpowania objawów niepo¿„danych od stŒ¿eæ
morfiny w osoczu [9]. Dlatego te¿, w odró¿nieniu
od leków przeciwdrgawkowych, monitorowanie stŒ-
¿eæ morfiny nie wi„¿e siŒ z podejmowaniem decyzji
terapeutycznych i nie stanowi rutynowego postŒpo-
wania w praktyce klinicznej. W medycynie paliatyw-
nej oznaczanie stŒ¿enia leków opioidowych prze-
prowadza siŒ g‡ównie w celach badawczych, zw‡asz-
cza oceniaj„c nowe sposoby ich podawania [10
13]. W zale¿noci od wskazaæ wykorzystuje siŒ ró¿-
ne metody analityczne. Ich wybór w du¿ej mierze
zale¿y od wymogów czu‡oci analizy. Z wyj„tkiem
ostrego zatrucia, zazwyczaj stŒ¿enia morfiny we krwi
s„ niskie (10120 ng/ml) [14], a jeszcze ni¿sze
(< 10 ng/ml) obserwuje siŒ po podaniu jej w inhala-
cji [15, Krajnik, wys‡ane do publikacji]. W przypadku
tak niskich spodziewanych stŒ¿eæ do badaæ powin-
no siŒ pobieraæ co najmniej 2 ml materia‡u biolo-
gicznego. Tak„ objŒtoæ osocza uzyskuje siŒ z 5 ml
krwi pe‡nej. W badaniach farmakokinetycznych,
w których korzysta siŒ z wielu próbek pobieranych
w niewielkich odstŒpach czasu, sumaryczna objŒ-
toæ krwi mo¿e okazaæ siŒ zbyt du¿a przy uwzglŒd-
nieniu stanu ogólnego chorych na zaawansowane
nowotwory. Jeli uda‡o siŒ uzyskaæ próbki krwi
o niewielkiej objŒtoci, ale co najmniej 2 ml, mo¿na
oznaczyæ morfinŒ we krwi pe‡nej. Oprócz zapewnie-
nia wystarczaj„cej iloci materia‡u biologicznego
wa¿ny jest wybór metody analitycznej o odpowied-
niej czu‡oci. Obecnie w tym celu najczŒciej wyko-
rzystuje siŒ chromatografiŒ cieczow„ ze spektrome-
trem masowym (LC/MS, liquid chromatography mass
spectrometry) [1, 6]. Istotnym etapem analizy jest
ekstrakcja morfiny z matrycy biologicznej, na przy-
k‡ad z krwi pe‡nej. Jeli jej wydajnoæ nie bŒdzie
wystarczaj„co du¿a, wynik koæcowy mo¿e byæ obar-
czony du¿ym b‡Œdem. Wydajnoæ oblicza siŒ jako
stosunek iloci wzorca leku (morfiny) w matrycy bio-
logicznej (krew) poddanej ekstrakcji i oczyszczaniu
do iloci czystego wzorca leku (morfiny) niepodle-
gaj„cego tym procesom. Izoluj„c leki z p‡ynów bio-
logicznych metod„ ekstrakcji cieczciecz, najczŒciej
stosuje siŒ takie rozpuszczalniki organiczne, jak: di-
chlorometan, chloroform, izopropanol, acetonitryl
oraz ich mieszaniny [1618].
Celem niniejszego badania by‡o porównanie wy-
dajnoci ekstrakcji cieczciecz za pomoc„ ró¿nych
rozpuszczalników organicznych w celu opracowa-
nia prostej i dok‡adnej metody izolacji morfiny
z krwi pe‡nej.
Materia‡y i metoda
Materia‡y
MorfinŒ o stŒ¿eniu 1 mg/ml zakupiono w firmie
LGC Promochem. Rozpuszczalniki organiczne do eks-
trakcji morfiny z krwi (acetonitryl, izopropanol, di-
chlorometan, chloroform) wyprodukowa‡a firma Sig-
ma Aldrich. Krew pe‡n„ liofilizowan„ otrzymano
z firmy Medichem.
Przygotowanie prób wzorcowych morfiny
Krew pe‡n„ liofilizowan„ rozpuszczono w wo-
dzie podwójnie destylowanej zgodnie z instrukcj„.
Do krwi dodano tak„ iloæ morfiny, aby uzyskaæ stŒ-
¿enie 500 ng/ml.
Izolacja morfiny
MorfinŒ izolowano z krwi pe‡nej poprzez eks-
trakcjŒ cieczciecz za pomoc„ 3 metod ró¿ni„cych
siŒ wybranym uk‡adem rozpuszczalników organicz-
nych, który stanowi‡y:
 acetonitryl;
 mieszanina izopropanolu i chloroformu (9:1);
 dichlorometan.
Do kolbek sto¿kowych dodawano po 2 ml krwi
zawieraj„cej morfinŒ i 6 ml jednego z uk‡adów roz-
puszczalników organicznych. EkstrakcjŒ prowadzo-
no w rodowisku zasadowym. W tym celu do pró-
bek dodawano 0,1 ml 10% NH3 (pH = 10). W ten
sposób przygotowano 21 próbek (po 7 z u¿yciem
ka¿dego z 3 uk‡adów rozpuszczalników). Ekstrak-
cjŒ prowadzono w ‡ani ultradwiŒkowej przez
90 minut. FazŒ organiczn„ oddzielono i odparowa-
no do sucha w atmosferze azotu. Such„ pozosta-
‡oæ rozpuszczono w 200 µl metanolu. StŒ¿enie mor-
finy w otrzymanych ekstraktach oznaczano metod„
chromatografii cieczowej z detektorem masowym
(LC/MS).
Analiza metod„ chromatografii cieczowej
z detektorem masowym
AnalizŒ przeprowadzono z u¿yciem chromatogra-
fu cieczowego firmy Agilent Technologies (Wald-
bronn, Niemcy) sk‡adaj„cego siŒ z pompy binarnej
i autosamplera (objŒtoæ nastrzyku 10 µl). Rozdzia‡
chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie
Eclipse XDB C18 (150 ·  4,6 mm, 5 µm). Jako fazŒ
ruchom„ zastosowano mieszaninŒ acetonitrylkwas
trójchlorooctowy (90:10 v/v) z przep‡ywem 0,4 ml/min
przy temperaturze 25°C. Do detekcji u¿yto spektro-
metru masowego firmy Agilent Technologies (1100
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Series) z jonizacj„ przez rozpylenie w polu elektrycz-
nym pod cinieniem atmosferycznym przy nastŒpuj„-
cych parametrach detektora masowego: napiŒcie frag-
mentora  70 V, napiŒcie kapilary  4000 V, tempe-
ratura gazu  350°C, cinienie gazu (azot)  30 psi,
przep‡yw gazu susz„cego  13 l/min.
MorfinŒ analizowano, stosuj„c opcjŒ monitoro-
wania wybranego jonu (SIM)  286 m/z. Czas re-
tencji dla morfiny (tR) wynosi‡ 3  minuty.
Wyniki
W przypadku ka¿dej z 3 metod ekstrakcji obliczono
jej wydajnoæ, któr„ przedstawiono jako redni„ otrzy-
man„ z analizy 7 ró¿nych próbek. Uzyskane w ten spo-
sób rednie wartoci wydajnoci ekstrakcji morfiny
z krwi pe‡nej z u¿yciem 3 ró¿nych uk‡adów rozpusz-
czalników organicznych przedstawiono w tabeli 1.
Dyskusja
Ekstrakcja jest bardzo wa¿nym etapem analizy
ilociowej substancji w p‡ynach biologicznych. Jeli
wydajnoæ ekstrakcji jest zbyt ma‡a, czyli dochodzi
do znacznej utraty analizowanej substancji, wynik
koæcowy mo¿e byæ obarczony zbyt du¿ym b‡Œdem
i tym samym niemiarodajny. W pimiennictwie wy-
dajnoæ ekstrakcji okrela siŒ jako odzysk ca‡kowity.
Przyjmuje siŒ, ¿e jeli po ekstrakcji i oczyszczaniu
uzyskuje siŒ mniej ni¿ 50% iloci badanego leku, to
metoda izolacji nie jest wystarczaj„co dok‡adna [19].
W niniejszym badaniu matryc„ biologiczn„ by‡a
krew pe‡na. MorfinŒ oznacza siŒ we krwi pe‡nej wte-
dy, gdy albo nie jest ju¿ mo¿liwe uzyskanie surowicy
(np. materia‡ pobrany ze zw‡ok), albo z pobranej iloci
krwi nie mo¿na otrzymaæ wystarczaj„cej do badaæ
objŒtoci osocza. Zastosowanie przedstawionych me-
tod izolacji morfiny z krwi pe‡nej za pomoc„ ekstrakcji
cieczciecz z u¿yciem 3 uk‡adów rozpuszczalników
umo¿liwia osi„gniŒcie zadowalaj„cych wartoci odzy-
sku ca‡kowitego  wy¿sze ni¿ 50%. NajwiŒksz„ red-
ni„ wydajnoæ ekstrakcji równ„ 92,5% uzyskano wte-
dy, gdy jako uk‡ad rozpuszczalników organicznych za-
stosowano mieszaninŒ izopropanol:chloroform (9:1).
Ta metoda ekstrakcji jest prosta do wykonania, nie
wymaga zastosowania kosztownej aparatury, dlatego
mo¿na j„ stosowaæ w ka¿dym laboratorium.
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